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摘要 : 栈 氨 酸 羟 化 酶 作为 儿 茶 酚 胺 合成 的 限 速 酶 , 广泛 存在 于 昆虫 、 哺 乳 动物 和 人 类 中 , 是 其 新 陈 代谢 不 可 缺少 的 酶 
类 。 在 其 他 昆虫 中 , 栈 氨 酸 凑 化 酶 参与 了 黑色 素 的 合成 , 并 在 昆虫 外 骨骼 的 硬化 过 程 中 发 挥 关 键 作 用 。 为 了 人 研究 家 
di Bombyx mori 酷 氮 酸 产 化 酶 基因 的 生理 生化 功能 , 本 文 对 其 基因 结构 表达 特征 及 功能 进行 了 研究 。 基 于 家 和 看 基因 
组 和 基因 芯片 数据 的 生物 信息 学 分 析 表 明 ，Bm 了 7 AFRE SX GQB E, 含有 8 个 外 显 子 , 编码 561 个 氨基 酸 。 基 
ABARI EREKE 5 龄 第 3 天 的 头 部 和 体 壁 组 织 中 的 表达 量 较 高 ，RT-PCR 验证 结果 与 此 一 致 。 利 用 石蜡 组 织 
切片 材料 和 RNA 探 针 对 BmTh 进行 表达 定位 , 原 位 杂交 结果 显示 在 家 看 头 部 边缘 和 体 壁 上 有 明显 的 杂交 信号 。 在 
幼虫 发 育 至 熟 看 时 注射 酷 氨 酸 着 化 酶 抑制 剂 3-indole-L-tyrosine (3-IT) ,20 mmol/L 的 浓度 对 幼虫 几乎 没有 影响 ， 
50 mmolL 的 浓度 导致 幼虫 变态 不 完全 和 化 肾 困 难 ,， 100 mmol/L 的 浓度 使 幼虫 致死 且 体 色 变 黑 。 结 果 提示 ,Bm7h 对 
家 看 变态 发 育 起 重要 作用 , 是 家 看 正常 发 育 不 可 缺少 的 关键 基因 。 
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Expression profile and function of tyrosine hydroxylase gene BmTh in the 


silkworm, Bombyx mori 

HAN Yu, LIU Chun", WEI Li-Wan, REN Jing-Bo, LIU Pin-Yan, XIA Qing-You (Key Sericultural 
Laboratory of the Ministry of Agriculture, Institute of Sericulture and Systems Biology, Southwest 
University, Chongqing 400716, China) 

Abstract: As a key enzyme of catecholamine synthesis, tyrosine hydroxylase 1s an indispensable enzyme of 
metabolism in insects, mammals and human. Tyrosine hydroxylase involves in the synthesis of melanin, 
affects the body color and insect exoskeleton hardening. In order to explore the physiological and 
biochemical function of tyrosine hydroxylase, in this study , the structure, expression profile and function of 
tyrosine hydroxylase gene were studied in the silkworm, Bombyx mori, using the combined methods of 
bioinformatic analysis and experiments. The bioinformatic analysis based on the silkworm genome database 
and microarray database indicated that the silkworm tyrosine hydroxylase gene BmTh is located on 
chromosome 1. BmTh includes 8 exons and encodes a protein with 561 amino acid residues. Microarray 
data in different tissues showed that it has significant expression signals in head and epidermis of day-3 5th 
instar larvae, which was verified by RT-PCR. /n situ hybridization analysis showed that there was 
remarkable signal on the rim of head and epidermis with paraffin tissue section and RNA probe. Through 
injecting an inhibitor of tyrosine hydroxylase (3-indole-L-tyrosine, 3-IT) at different concentrations into 
silkworm larva at the mounting stage, we found that 20 mmol/L 3-IT had no influence on the larval 
development, 50 mmol/L 3-IT could handicap the larval metamorphosis and pupation, and 100 mmol/L 3- 
IT could cause the larval death and turn the larval body color into black. These results suggest that tyrosine 
hydroxylase plays an important role in the processes of metamorphosis and it is an indispensable key enzyme 
for normal development in the silkworm. 
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WEZ ?ES4LWS tyrosine hydroxylase, TH, E. C. 
1.14.16.2) VAER SA IU, 能 够 在 四 氧 生物 唆 叭 
( tetrahydrobiopterin, BH, ) 作为 辅 因 子 存 在 的 条 件 
下 催化 酷 氨 酸 形 成 多 巴 , 然后 在 多 巴 脱羧 酶 (dopa 
decarboxylase, DDC) 的 作用 下 使 多 巴 转 化 成 多 巴 
胺 ,继而 在 一 系列 酚 氧 化 酶 和 辅 因 子 的 作用 下 形成 
黑色 素 ( Wright，1987 )。 已 有 的 人 研究 表明 , 黑色 素 
是 昆虫 斑纹 和 体 色 形成 的 重要 色素 源 , 而 昆虫 斑纹 
和 体 色 对 于 昆虫 适应 环境 、 预 防 天 敌 及 后 代 繁 殖 等 
起 着 重要 作用 (Ninomiya et al., 2006) 。 作 为 黑色 素 
合成 的 关键 酶 ， 酷 氨 酸 羟 化 酶 对 昆虫 是 十 分 重要 
的 酶 。 

在 模式 昆虫 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster 
R, KARR A Th 单 基 因 编 码 而 成 。 该 基因 
产生 两 种 不 同 长 度 的 RNA BUJII ( Birman et al., 
1994) ， 从 而 存在 两 种 亚 型 的 酷 氨 酸 产 化 酶 。 其 中 ， 
长 的 在 表皮 特异 表达 的 亚 型 包含 一 个 强酸 性 的 含有 
71 个 氨基 酸 的 区 域 , 而 短 的 亚 型 缺少 这 个 区 域 并 
在 神经 细胞 中 表达 。 对 果 蝇 Th 突变 的 研究 表明 Th 
对 表皮 又 化 和 神经 功能 是 必须 的 (Budnik and 
White, 1987; Neckameyer and White, 1993; True et 
al., 1999; Friggi-Grelin et al., 2003) 4 TE 4B] Ez IR 
Manduca sexta VA, Th ÆN ( MsTh) 的 全 长 cDNA € 
有 1 680 个 核 车 酸 , 预测 编码 559 TAER, 分 子 
量 为 63.1 kD, 等 电 点 为 5.43, 预测 的 氨基 酸 序列 
HR ie DmTh 长 的 表皮 亚 型 有 70% 的 一 致 性 
( Gorman et al., 2007 ) 。 

Futahashi 和 Fujiwara (2005) YE [A T +H 1% KUHE 
Papilio xuthus 的 3 种 涉及 黑色 素 合 成 通路 上 的 酶 基 
Al: Th, Dde 和 ebony, 并 与 采 蝇 进行 了 比较 ,发现 
3 个 基因 在 两 个 物种 中 其 氨基 酸 序 列 分 别 有 69% ， 
69% 和 48% 的 相似 性 。 组 织 的 原 位 杂交 实验 表明 
Th 和 Dde 的 表达 与 黑色 纹理 有 强烈 的 关系 ， 而 
ebony 的 表达 只 在 赤 褐 色 区 域 , 每 一 种 基因 的 表达 
模式 与 后 面 龄 期 黑色 或 亦 褐色 的 色 型 相 一 致 。 表 皮 
细胞 表达 Th 和 Dde, 但 不 表达 ebony 时 将 产生 黑色 
表皮 ; 表皮 细胞 同时 表达 Th, Dde 和 ebony 将 产生 
赤 褐 色 表 皮 。 

近年 来 , 基因 组 学 的 发 展 极 大 地 促进 了 生物 学 
THIS A, OUI EJ EG HEU IRR D. melanogaster 和 
X EGET SC Anopheles gambiae 相继 完成 全 基因 组 测 
FF, 然后 是 鳞 翅 目 昆 虫 家 在 Bombyx mori MARA HA 
Eh k 2E "E Apis mellifera ( Adams et al., 2000; 
Zdobnov et al., 2002; Xia et al., 2004; Weinstock et 


aL, 2006) 。 家 矢 作 为 鳞 奶 目 昆 虫 的 代表 ， 至 今 少 
见 关 于 家 看 Th 基因 的 报道 。 因 此 ,本 研究 利用 家 
看 基因 组 数据 对 家 看 酷 氨 酸 羟 化 酶 ( Bombyx mori 
tyrosine hydroxylase) 基因 BmTh 的 表达 及 功能 进行 
了 人 研究, 现 报道 如 下 。 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 材料 

实验 材料 是 由 本 实验 室 保 存 的 家 看 大 造 品 
种 ,并 按照 常规 的 桑 叶 育 饲 养 , 4 龄 眠 期 取 20 X. 
幼虫 的 凑 和 体 壁 组 织 置 于 4% 多 聚 甲醛 中 国定 。 
取 50 头 S 龄 第 3 天 幼虫 解剖 分 离 头 表皮 、 丝 腺 、 
中 肠 、 马 氏 管 、 血 液 、 脂 肪 体 和 生殖 腺 , 液 所 速冻 后 
保存 于 -80 备用, 次 日 提取 RNA。 剩 余 的 继续 
饲养 至 熟 看 , 注射 酷 禹 酸 凑 化 酶 抑制 剂 (3-indole- 
L-tyrosine, 3-IT)( 购 目 Sigma 公司 ) ， 观 察 其 对 化 
HER EAT SA Ue] 
1.2. RE BmTh 基因 的 生物 信息 学 分 析 

言 县 分 析 中 所 用 数据 库 为 NCBI 核酸 数据 库 
(http://www. ncbi. nlm. nih. gov/) 和 本 实验 室 家 看 
基因 组 数据 库 SilkDB ( http://silkworm. swu. edu. 
cn/silkdb/) 。 开 放 阅 读 框 (open reading frame, 
ORF) 的 预测 和 氨基 酸 序列 的 翻译 在 ExPaSy 
( http :// www. expasy. org/tools/) 网 站 进行 ， 并 在 线 
(http ://au. expasy. org/cgi-bin/pi tool) 预测 和 蛋白质 
的 分 子 量 和 等 电 点 等 基本 性 质 。 使 用 sim4 在 线程 
FF (http ://pbil. univ-lyonl. fr/sim4. php) 5K A 
组 序列 (Xia et al., 2004) 比 对 鉴定 基因 的 内 含 子 和 
外 显 子 结构 。 登 陆 家 不 基因 组 数据 库 SIKDB, 点 击 
SilkMap 链接 , 将 BmTh 基因 cDNA 序列 粘贴 到 网 页 
上 的 方 框 内 ,更 改 搜索 程序 为 blastn ,运行 程序 对 
基因 进行 染色 体 定 位 。 使 用 SMART 程序 ( http:// 
smart. embl-heidelberg. de/ ) 预测 和 蛋白质 的 结构 域 。 
1.3 家 看 BmTh 的 基因 芯 卢 分 析 

利用 本 实验 室 完成 的 家 看 基 因 组 芯片 数据 (Xia 
et al., 2007) , EAI ER EE sw13482, didt 
BmTh 3& [| T 2 48 AE TB Wi, k P RE. RS AS. PR. 
血液 、 马 氏 管 及 丝 腺 等 8 个 组 织 中 的 表达 信和 号 值 ， 
分 别 对 家 看 5 龄 第 3 天 各 组 织 在 mRNA 水 平 上 进行 
了 调查 分 析 。 同 时 , 查找 BmTh 基因 在 家 在 5 龄 第 
4 天 到 化 蛾 的 不 同 发 育 时 期 的 芯片 数据 并 进行 统计 
分 析 。 
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1.4 ZE BmTh 基因 表达 模式 的 R-TPCR 

用 Primer 5. 0 引物 设计 软件 对 BmTh 基因 设计 
特异 的 引物 , 扩 增 产物 为 637 bp, 分 别提 取 家 看 5 
龄 第 3 天 幼虫 的 生殖 腺 、 涉 、 体 壁 、 脂 肪 体 、 中 肠 、 血 
液 ` 马 氏 管 及 丝 肿 等 组 织 的 RNA, 反 转 录 成 cDNA 
作为 模板 ,用 家 看 核糖 体 借 白 L3 (ribosomal protein 
L3 of Bombyx mori) 基因 (BmRp23 ) 作为 cDNA 质量 
的 检测 基因 , 用 设计 的 特异 引物 进行 RT-PCR 检测 
分 析 家 看 BmTh 的 转录 表达 谱 ( 重复 3 K)o BmTh 
和 BmRpl3 基因 引物 序列 见 表 1。 


表 1 RT-PCR 引物 序列 
Table1 Primer sequences used in the RT-PCR 


基因 名 称 


Gene name 


引物 序列 (5' -3 7) 


Primer sequences 


F: TTTCCACACACCTGAACCTGACTG 
BmTh 
R; TGCACAGTCCGAACTCAACCCTAA 
F: TCGTCATCGTGGTAAGGTCAA 
BmRpl3 
R; TTTGTATCCTTTGCCCTTGGT 


按照 以 下 程序 进行 PCR 扩 增 : 947 预 变性 
30 s, 然后 94% 变性 10 s, 60% 退火 1$ s, 72% 延伸 
30 s, 循环 25 次 ; 727 终 延伸 10 min, 16C 保存 。 
反应 结束 后 取 2 kL 反应 液 在 1% 398 SE Ext 
行 电泳 检测 。 
1.5 组 织 原 位 杂交 

取材 后 , 材料 经 4% EXER RE 4C [B] XE 2 -4 h, 
HMR: mhi (phosphate buffered solution, PBS) 
洗 3 次 , 每 次 5 min, 用 乙醇 梯度 胶水 ,二 甲 欠 透明 
组 织 。 经 浸 蜡 后 材料 包 埋 在 石蜡 包 埋 柳 中 ， 用 
LEICA RM2235 型 石蜡 切片 机 将 材料 切 成 6 ~8 um 
ER, 25"C Rh Hr, 45 信 烘箱 中 烤 片 过 夜 。 切 片 材料 经 
二 甲 茶 透 明 后 , 乙醇 梯度 胶水 ， 双 攻 水 润 洗 2 次 ， 
用 加 0.3% TritonX-100 的 PBS( 即 PBST) € 15 min, 
1 x PBS 洗 5 min x2 次 , 4% Z 3R FH ES Hi [6] «E 
5 min, ZAE 55C 中 进行 16 ~ 20 h, RNA 探 针 标 
记 采 用 RNA Labeling Mix( Wj E Roche 公司 ) , 操作 
W RTW BT HHBoX SEPRSHTEARAG, 正义 链 
探 针 作 阴 性 对 照 。 杂 交 后 , 37%C 用 2 xSSC 和 1 x 
SSC 分 别 漂洗 15 min x2 次 , 37% RNA 酶 水 处 理 30 
min, 0.1 x SSC 洗 10 min x2 次 ，Washing buffer 75 
洗 10 min x2 7X, Blocking buffer $$ E 30 min, 抗 地 
3E H) v» J6 pi V | anti-digoxigenin-fluorescein, Fab 


fragments( from sheep) ] ( Ij] E Roche 7x n] ) 1: 10 ff 
TER 37%C ES 1 h。 多 余 的 抗体 用 Washing buffer 
洗 2 次 除去 , 再 用 ddH,0 洗 3 ~5 min, 避 光 , 在 显 
微 镜 下 观察 拍照 。 
1.6 家 等 幼虫 体外 酷 氨 酸 羟 化 酶 抑制 剂 的 注射 
参考 柑橘 凤 暴 Papilio xuthus fj X Pseudaletia 
separata FP i3: 5] B& 23 B2 Xe 45 RE TT 8] (3- IT ) 的 报道 
(Futahashi and Fujiwara, 2005; Ninomiya et al., 
2006) ,家 看 幼虫 正常 发 育 至 5 龄 熟 看 时 作为 注射 的 
时 间 点 。 将 幼虫 分 别称 重 , 选择 体重 在 1.4~1.6g 
(偏差 不 超过 0.2 g) 的 幼虫 注射 3 个 浓度 (20, 50 
和 100 mmol/L ) 8j 3-IT, 3-IT JH PBS 溶解 。 每 个 浓 
度 分 别 注 射 15 头 ， 同 时 注射 PBS 作为 对 照 。 整 个 
注射 环境 严格 消毒 灭 菌 , 为 了 防止 幼虫 活动 影 啊 注 
WERE, 注射 前 将 幼虫 放 在 冰袋 上 进行 短 时 间 冷 冻 
处 理 。 注 射 部 位 选择 在 幼虫 气门 处 , 用 酒精 棉 球 消 
毒 以 防止 感染 。 根 据 预 定 的 剂量 , 采用 玻璃 显 微 注 
射 针 进 行 注 射 , 注射 后 将 幼虫 再 次 放 回 冰袋 上 冷冻 
5 min, 在 适当 的 温度 条 件 下 继续 饲养 至 上 族 和 化 
肾 。 每 天 观察 发 育 状 况 , 并 做 记录 , 待 其 上 蔬 化 师 
后 观察 其 表 型 变化 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 ZA BmTh 基因 生物 信息 学 分 析 

在 NCBI 核酸 数据 库 中 下 载 家 看 BmTh 序列 
( GenBank 登录 号 : NM_001145322. 1) , 将 其 与 家 看 
基因 组 数据 比 对 分 析 发 现 , 该 基因 全 长 2 272 bp, 
含有 8 个 外 显 子 和 7 个 内 含 子 (图 1: A), 开放 阅读 
框 长 度 为 1 686 bp， 编 码 561 个 氨基 酸 , MUE S 
的 分 子 量 为 63.4 kD, 等 电 点 为 5.33。 对 其 进行 染 
色 体 定位 , 结果 显示 BmTh 基因 位 于 家 和 看 第 1 号 染 
色 体 上 , 即 Z 染色 体 nscaf 1690 中 (图 1: B), 

使 用 在 线 SMART FEF ZETI 8& F4 I 28i 3 3327 T 
表明 , 家 看 BmTh AED] Ej Re MRS Th 基因 结构 
相似 , 都 含有 一 个 典型 的 生物 唆 吟 氢 结 构 域 。 芳 香 
Je Sé EVA LAS AR , Pt AR A E 24 I E 8 TC S 
都 是 重要 代谢 途径 的 限 速 催 化 剂 , 25] 0573 2E IRE E 
氧 结构 域 。 该 结构 域 包含 一 个 保守 的 C 末端 催化 
结构 域 和 一 个 N 末端 调控 结构 域 , 能 以 BH, 作 底 
物 。 在 家 春 中 这 个 结构 域 位 于 第 223 ~ 554 个 氨基 
酸 处 (图 1: C), 
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图 1 RE Bm7Th 基因 的 生物 信息 学 分 析 
Fig. 1 Bioinformatic analysis of BmTh gene in Bombyx mori 
A; 基因 结构 Gene structure; B; 染色 体 定 位 Chromosomal location; C; 蛋白 质 结 构 域 预 测 (摘自 SMART 网 站 )Protein domain prediction (from SMART). 
2.2 BmTh 基因 的 组 织 表 达 特 征 分 析 龄 第 3 天 的 头 组 织 中 表达 量 最 高 ， 体 壁 组织 中 次 
为 了 获得 该 基因 的 表达 信息 , 我 们 首先 在 家 和 蛋 —— 之 , 而 在 其 他 组 织 中 如 脂肪 体 、 中 上 肠 、 血 液 、 马 氏 管 
5 龄 第 3 天 不 同 组 织 芯 卢 数据 库 中 进行 了 表达 数据 ” 及 丝 乳 中 表达 量 很 低 或 基本 上 不 表达 , 结果 如 图 所 
检索 , 将 数据 进行 统计 分 析 后 发 现 , BmTh 基因 在 3 (Bl2: A). 
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图 2 BmTh 基因 在 5 龄 第 3 天 的 家 看 各 组 织 中 的 表达 特征 分 析 
Fig. 2 Expression pattern of BmTh gene in various tissues of day-3 5th instar larva of Bombyx mori 
A: BmTh WEZA 5 龄 第 3 天 不 同 组 织 芯 片 数 据 中 的 表达 情况 Chip data of BmTh in various tissues of day-3 5th instar larva of B. mori; B: 
BmTh 基因 的 RT-PCR 扩 增 产物 RT-PCR product of BmTh; M; DNA 分 子 量 标准 DL2000 marker. 1: 生殖 腺 Sexual gland; 2: 3k Head; 3; 体 壁 
Epidermis; 4; 脂肪 体 Fat body; 5: 中 肠 Midgut; 6: 血液 Hemocyte; 7: 马 氏 管 Malpighian tuble; 8: 丝 腺 Silk gland. 
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为 了 进一步 验证 忆 片 数据 的 结果 , 我 们 分 别提 
RZA 5 龄 第 3 天 不 同 组 织 的 RNA 进行 RT-PCR 
验证 , 结果 表明 ,Bm7h 基因 在 头 组 织 中 表达 量 很 
高 , 在 体 壁 组 织 中 稍微 偏 低 , 在 其 他 组 织 如 生殖 
乳 、 脂 肪 体 、 中 肠 、 血 液 . 马 氏 管 及 丝 腺 中 表达 量 十 分 
微弱 (图 2: B), 这 一 结果 与 家 个 忌 片 数据 分 析 的 
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HRM, HIR, 检索 BmTh 基因 在 家 在 不 同 发 育 
时 期 的 世上 户 数据 , 结果 表明 : 该 基因 在 上 和 蔬 60 bh 前 
后 和 化 蛾 前 1 d 有 两 个 表达 高 峰 (网 3), 这 两 个 时 
期 恰好 是 家 蛋 化 肾 和 化 蛾 的 变态 前 期 , 这 一 结果 上 暗 
示 了 该 基因 可 能 在 家 和 在 变态 过 程 中 起 了 重要 的 
作用 。 
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发 育 时 期 Developmental stage 
图 3 ”基因 芯片 技术 检测 家 等 BmTh 基因 在 不 同 发 育 时 期 的 表达 情况 
Fig. 3 Expression pattern of BmTh gene of Bombyx mori in various developmental stages based on microarray 
1: 5 龄 第 4 天 (Day-4 5th instar larva) ; 2: 5 龄 第 $ 天 (Day-5 5th instar larva) ; 3: 5 龄 第 6 天 (Day-6 Sth instar larva) ; 4: 5 龄 第 7 天 (Day-7 5th 
instar larva) ; 5; WA ( Wandering silkworm) ; 6: EJE 12 h (12 h after wandering) ; 7: L3 24 h(24 h after wandering ) ; 8: F3 36 h (36 h after 
wandering) ; 9: EJE 48 h (48 h after wandering) ; 10: F3X60 h (60 h after wandering ) ; 11: EX% 72 h (72 h after wandering) ; 12: EX% 96 h 
(96 h after wandering) ; 13: F3X 120 h (120 h after wandering) ; 14; EX2 6 d (6 d after wandering) ; 15; EJ% 7 d (7 d after wandering) ; 16: 上 
Ji 8 d (8 d after wandering) ; 17: F3X9 d (9 d after wandering) ; 18: EJ% 10 d (10 d after wandering) ; 19: RIR Adult moth. 


2.3 BmTh 基因 的 组 织 原 位 杂交 

为 了 获得 BmTh 基因 在 组 织 水 平 的 表达 情况 ， 
我 们 参照 文献 报道 的 原 位 杂交 法 (Futahashi and 
Fujiwara, 2005, 2008) 稍 作 修改 , 用 BmTh 基因 的 
RNA 探 针 对 头 组 织 和 体 壁 组 织 进行 原 位 杂交 ， 以 确 
定 BmTh 基因 在 组 织 中 的 表达 位 置 。 

家 和 码头 组 织 的 杂交 结果 如 图 4 所 示 , 在 反 义 
RNA 链 探 针 杂 交 结 果 中 可 以 看 到 头 组 织 的 外 壁 边 
缘 处 存在 有 绿色 灾 兴 信号 (图 4: A), 通过 对 局 部 
进行 放大 后 发 现 , 外 壁 边缘 上 的 绿色 痰 光 信号 明显 
且 这 些 信号 集中 在 整个 头 部 的 外 壁 边 缘 。 而 在 用 正 
义 链 探 针 作 阴 性 对 照 的 组 中 , 未 见 有 明显 的 绿色 殉 
光 信号 的 存在 (图 4: B), 说 明了 Bm7Th 基因 在 头 组 
织 的 外 壁 边 缘 特 异 表达 。 

从 体 壁 的 杂交 结果 来 看 , 绿色 欧 光 信号 集中 在 
体 壁 的 边缘 处 , 且 在 眠 期 体 壁 的 内 层 新 皮 绿 色 菊 光 

言 写 较为 明显 (图 5: A), 而 在 外 层 老 皮 上 只 有 微 
弱 的 绿色 。 同 时 , 在 正义 链 作 探 针 的 阴性 对 照 组 
中 ,背景 只 是 微弱 的 淡 黄 色 , 与 杂交 组 中 形成 鲜明 


的 对 比 ( 图 5: B)。 由 此 , 也 验证 了 之 前 基因 组 织 
必 片 数据 和 RT-PCR 的 分 析 结 采 ( 图 2: A, B), Bp 
BmTh 基因 在 头 部 和 体 壁 上 的 表达 量 较 高 。 
2.4 幼虫 体外 注射 酷 氨 酸 产 化 酶 抑制 剂 对 家 蚕 变 
态 影 响 

为 了 人 研究 BmTh 基因 在 变态 期 的 功能 ,本 研究 
采用 注射 酷 筑 酸 凑 化 酶 抑制 剂 (3-IT) 的 方法 研究 其 
对 家 和 蛋 变 态 发 育 的 影响 , 具体 的 注射 剂量 和 注射 头 
数 见 表 2。 结 果 如 图 6 所 示 。 正 第 未 注射 的 幼虫 
(图 6: A) 注射 PBS 的 幼虫 (图 6: B) 和 注射 
20 mmol/L 3-IT 的 幼虫 (图 6: C) 在 化 肾 后 体 色 上 
基本 没有 差异 ， 而 注射 50 mmol/L 3-IT 后 出 现 了 化 
晴 困 难 的 症状 (图 6: D), 旦 形态 各 寞 : 有 的 背部 旧 
皮 虽 已 裂 开 但 无 法 完全 脱 去 , 有 的 呈 不 完全 化 晴 状 
S, 有 的 在 暗 皮 时 不 能 晓 去 涉 部 外 完 。 随 着 注射 浓 
度 的 进一步 增 大 ， 当 注射 100 mmol/L 3-IT 浓度 时 
幼虫 无 法 正常 化 肾 ， 导致 了 个 体 死亡 旦 身体 变 黑 
(图 6: 上 )。 以 上 结果 表明 ,Bm7Th 基因 在 家 看 变态 
发 育 时 期 具有 重要 的 作用 。 
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图 4 家 和 看 大 造 4 龄 眠 头 组 织 中 BmTh 基因 的 原 位 杂交 结果 


Fig. 4 In situ hybridization of BmTh gene in the head of Bombyx mori strain Dazao at the 4th molting stage 
A: E X. RNA 链 杂 交 Antisense RNA probe; B: 正义 RNA E222 (| HR) Sense RNA probe (control). 标尺 Scale bar 2200 jum. 


A 





图 5 家 人 蛋 大 造 4 龄 虐 体 壁 组 织 中 BmTh 基因 的 原 位 杂交 结果 


Fig. 5 In situ hybridization of BmTh gene in the epidermis of Bombyx mori strain Dazao at the 4th molting stage 
A: EE X. RNA 链 杂 交 Antisense RNA probe; B: 正义 RNA &EZ& A7 ( XT HH) Sense RNA probe( control). 标尺 Scale bar 2200 um. 
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A2 不 同 浓度 3-IT 对 家 乔 变 态 影 响 
Table 2 Effect of 3-IT at different concentrations on silkworm metamorphosis 


3-IT 7 JÆ ( mmol/L) 注射 剂量 (pL/ 头 ) 注射 头 数 ( pL/ 头 ) 发 育 异 常 头 数 
3-IT concentration Injection amount (pL/ind.) Number of injected individuals ( uL/ind. ) Number of individuals with anormogenesis 
0(CK) 10 15 0 
20 10 15 4 
50 10 15 9 
100 10 15 11 





A B C 


TAT 
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图 6 注射 抑制 剂 3-IT 后 家 和 蛋 晴 的 表 型 观察 
Fig. 6 Phenotype of Bombyx mori pupae after injection of 3-IT 


A: 正常 未 注射 Normal; B; 注射 PBS Injection of PBS; C; 注射 3-IT Injection of 3-IT (20 mmol/L) ; D; 注射 3-IT Injection of 3-IT (50 mmol/L) ; 


E; 注射 3-IT Injection of 3-IT (100 mmol/L). 标尺 Scale bar = 1 cm. 


3 结论 与 讨论 


本 研究 利用 NCBI 核酸 数据 库 和 家 和 春 基 因 组 数 
据 库 ,对 家 和 蛋 酷 氨 酸 羟 化 酶 基因 BmTh 进行 生物 信 
AFIM, 该 基因 全 长 272 bp, 含有 8 个 外 显 子 
和 7 个 内 会 子 , 位 于 家 和 蛋 Z 染色 体 上 , 编码 561 个 
氨基 酸 。 通 过 家 看 5 龄 第 3 天 的 基因 芯片 数据 分 析 
和 RT-PCR 验证 , 该 基因 在 头 部 和 体 壁 组 织 中 的 表 

原 位 杂交 实验 中 用 地 高 辛 标 记 的 RNA 探 针 的 
反 义 链 进行 杂交 , 用 正义 链 作 对 照 , 结果 显示 在 家 
和 蛋 头 部 边缘 和 了 眠 期 体 壁 内 层 的 新 皮 处 有 明显 的 绿色 
区 光 信 叶 。 这 也 与 之 前 用 家 和 看 基因 必 片 分 析 的 数 
据 , 以 及 RT-PCR 的 实验 验证 相 吻 合 , 原 位 杂交 的 
结果 更 直观 地 显示 了 该 基因 在 头 组 织 和 体 壁 中 表达 
的 具体 位 置 。 绿 色 奖 光 信 号 在 新 表皮 上 被 检测 到 ， 
这 表明 BmTh 基因 在 家 和 蛋 眠 期 新 表皮 上 泛 在 表达 ， 
这 与 柑橘 风 屿 中 Th RERA S. EWKA K 
酷 氨 酸 凑 化 酶 除了 参与 家 和 蛋 体 壁 斑纹 的 春色 有 关 以 
外 , WAARA Ro 

通过 在 幼虫 5 龄 熟 在 时 注射 不 同 浓度 的 酷 损 酸 


EL BST m 8] 3-IT 后 发 现 ， 低 浓度 的 抑制 剂 
(20 mmol/L) 对 幼虫 几乎 无 影响 。 随 着 注射 浓度 的 
增 大 , 当 注 射 50 mmol/L 时 会 影响 幼虫 变态 化 晴 ， 
推测 其 原因 是 由 于 注射 的 抑制 剂 抑制 了 家 看 酷 筑 酸 
羟 化 酶 的 活性 , 使 得 幼虫 表皮 的 硬化 程度 不 够 ,， 导 
致 赔 皮 不 完全 和 化 晴 困 难 。 注 射 100 mmol/L 时 幼 
虫 无 法 化 晴 并 死亡 ,这 可 能 因为 注射 浓度 过 大 ， 高 
浓度 的 抑制 剂 具有 一 定 的 生理 毒性 使 幼虫 中 毒 
死 Ts 

TEX] HRS AEG HP, pale( ple) 基因 编码 果 蝇 酷 
ZA RE XS 4k i ( DmTH) ( Neckameyer and Quinn, 
1989) , 该 基因 由 于 存在 选择 性 拼接 (Birman et al., 
1994) 产生 两 种 不 同 的 RNA 剪接 形式 , 一 种 在 表皮 
组 织 中 特异 表达 , 为 一 种 在 神经 组 织 中 特异 表达 
( Friggi-Grelin et al., 2003) 。 然 而 在 家 看 中 ,从 RT- 
PCR 的 结果 中 我 们 没有 发 现 Bm7h 基因 存在 选择 性 
拼接 , 但 家 看 的 神经 系统 中 是 否 存 在 男 外 的 mRNA 
形式 还 有 待考 证 。 

Liu 等 (2010) HWRE AKARAK T 2C s 
伴 性 赤 蚁 的 突变 基因 ,其 抑制 表达 导致 家 看 伴 性 赤 
蚁 的 咖啡 色 体 色 , 证 实 该 基因 是 控制 家 看 蚁 看 黑色 
素 形 成 的 关键 基因 。 结 合 本 人 研究 的 实验 结果 及 酷 氨 
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We TE BSERE DS e Ct Eb rl RREH, 我 们 认为 该 基 
因 除 了 控制 家 看 体内 黑色 素 的 形成 外 , SIE 2A PT 
骨骼 便 化 及 变态 发 育 的 关键 基因 ,对 家 蛋 的 正 各 发 
育 起 重要 作用 。 由 于 实验 手段 的 限制 , 虽然 目前 我 
们 还 不 了 解 在 家 绰 中 整个 黑色 素 形 成 的 通路 以 及 各 
基因 之 间 是 如 何 作 用 的 , 但 本 研究 已 初步 判断 了 
BmTh 在 家 看 黑色 素 形 成 和 表皮 便 化 中 的 主导 地 
位 , 也 为 后 续 人 研究 与 其 他 基因 间 的 相互 作用 提供 一 
些 有 价值 的 线索 。 
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